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Judul  : ANALISIS PERUBAHAN KADAR PROTEIN 
IKAN BANDENG (Chanos chanos) SETELAH 
PENAMBAHAN EKSTRAK ETANOL DAUN 
BAKAU (Rhizophora mucronata Lamk.) 
Penulis : Mudrikatul Asna 
NIM : 123711021 
Ekstrak etanol daun bakau merupakan salah satu ekstrak 
daun yang memiliki potensi untuk dijadikan sebagai pengawet 
alami pada ikan bandeng. Penggunaan daun bakau sebagai 
pengawet ikan bermaksud untuk mempertahankan kesegaran 
ikan dan tidak merusak kandungan gizi ikan terutama pada 
penurunan kadar proteinnya meski disimpan dalam waktu 
lama. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui perubahan 
kadar protein ikan bandeng setelah penambahan ekstrak 
etanol daun bakau berdasarkan variasi waktu dan konsentrasi 
ekstrak. Penelitian ini menggunakan metode eksperimen 
laboratorium dengan variabel konsentrasi ekstrak etanol daun 
bakau berjumlah 4 yaitu konsentrasi 12,5 ppm, 25 ppm, 37,5 
ppm dan 50 ppm, selain itu variabel waktu penyimpanan  
sebanyak 4 yaitu 12 jam, 24 jam, 36 jam dan 48 jam. Dan 
dilakukan pengulangan uji kimia sebanyak dua kali. 
Pengamatan dilakukan terhadap kadar protein ikan bandeng 
yang diawetkan menggunakan ekstrak etanol daun bakau. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada uji kadar 
protein ikan bandeng menunjukan semakin tinggi konsentrasi 
yang diaplikasikan pada ikan bandeng menyebabkan kadar 
protein semakin meningkat. Pada hasil uji interaksi waktu 
perendaman dan konsentrasi ekstrak etanol daun bakau 
terhadap kadar protein menunjukan nilai P lebih besar dari 
nilai α yaitu 0,148 > 0,05. Hal ini menunjukan bahwa tidak 
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A. LATAR BELAKANG 
Ikan bandeng merupakan salah satu komoditas 
perikanan yang cukup digemari di Indonesia. Salah satu 
alasan digemarinya yaitu adanya  kadar protein  yang 
tinggi. Disamping itu, ikan juga memiliki kaandungan 
mineral, vitamin A dan D (Fitri, 2012). Walaupun ikan  
memiliki kandungan kimia tersebut, ikan bandeng 
mudah mengalami kerusakan salah satunya terjadi 
penurunan kadar protein. 
Berdasarkan hasil penelitian Nurwantoro-Djarijah 
(seperti yang dikutip dalam Maulana N.P, Nirmala sari 
dan C. Sri Budiati, 2012) mengemukakan bahwa 
Penurunan kadar protein pada ikan dapat disebabkan 
oleh adanya mikroba yang mampu menghasilkan enzim 
proteolik untuk memecah molekul protein. Protein 
mula-mula dipecah menjadi asam amino sampai 
menjadi senyawa yang mengandung sulfur dan nitrogen 
dengan berat molekul rendah yang dapat menyebabkan 
ikan berbau busuk, daging ikan menjadi kaku, sorot 
mata ikan menjadi pudar, serta adanya lendir pada 
insang ikan (Suharini, 2007). 
Commented [AP1]: Bukan referensi dari Maulana kan? 
Kata2 milik Nurwantoro-Djarijah bukan? 
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Sebagai usaha untuk menjaga kualitas ikan 
meskipun ikan telah disimpan dalam waktu yang lama 
dapat dilakukan pengawetan ikan. Usaha ini merupakan 
upaya untuk menghambat pertumbuhan 
mikroorganisme pembusuk yang dapat menurunkan 
kualitas ikan. Terdapat beberapa cara pengawetan ikan 
yang lazim dilakukan oleh masyarakat, antara lain 
seperti pendinginan, pengeringan dan penambahan zat 
kimia tertentu yang dapat diambil dari bahan alam 
maupun bahan sintetis. Terkait dengan penambahan zat 
kimia, pemerintah telah mengatur melalui Peraturan 
Menteri Kesehatan No. 1168/MENKES/PER/X/1999 
yang menyebutkan bahwa bahan tambahan yang 
diperbolehkan untuk makanan antara lain seperti 
garam NaCl, natrium tripolyfosfat (STPP), gula pasir, 
natrium nitrit, natrium laktat, atrium asetat, dan 
turunan senyawa nitrat (kalium nitrat, kalsium nitrat, 
dan natrium nitrat). Namun demikian, pada umumnya 
masyarakat tidak memilih untuk menggunakan zat-zat 
yang tersebut yang tercantum dalam PP Menteri 
Kesehatan karena dikhawatirkan zat-zat tersebut akan 
mengubah cita rasa asli bahan yang akan diawetkan. 
Sebagai upayanya, selama ini sebagian masyarakat lebih 
memilih penggunaan pengawet sintetis terlarang 





(2013) yang menyatakan bahwa dari 41 sampel ikan 
asin yang diambil dari pasar tradisional di Kota 
Semarang, 9 diantaranya positif mengandung formalin. 
Formalin lazim digunakan sebagai bahan 
pengawet karena mempunyai aktivitas anti mikroba 
yang dapat membunuh bakteri pembusuk bahkan juga 
virus. Di samping itu, formalin sangat berbahaya bagi 
kesehatan karena mengandung formaldehida yang 
bersifat racun, karsinogenik, mutagenik, korosif dan 
iritatif. Apabila formalin masuk ke dalam tubuh manusia 
dalam jumlah yang melebihi ambang batas maka akan 
menyebabkan iritasi lambung dan juga alergi. Lebih 
lanjut, jika senyawa ini terhirup maka akan 
menyebabkan iritasi hidung, tenggorokan, dan mata 
(Alsuhendra, 2013). 
Mempertimbangkan dampak kesehatan yang 
disebabkan oleh formalin maka diperlukan upaya untuk 
mengurangi penggunaannya sebagai bahan pengawet 
makanan. Salah satunya adalah dengan 
mengembangkan isolat bahan pengawet alami dari 
bahan alam yang melimpah di Indonesia. Adapun bahan 
pengawet alami yang dapat digunakan adalah ekstrak 
etanol daun bakau.  Ekstrak etanol daun bakau ini 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri pembusuk 
ikan seperti, S. aureus, dan Staphylococcus SP dengan 
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zona hambat 16 mm dan 12,3 mm. Hal ini dikarenakan 
pada daun bakau terkandung senyawa kimia seperti 
saponin, tanin, flavonoid, fenol dan minyak atsiri (Sahoo, 
2012). Selain itu, Widowati, dkk (2014) menyataakan 
bahwa daun bakau juga mengandung senyawa kimia 
seperti asam fenolat dan alkaloid, serta asam lemak 
yang memiliki aktivitas antimikroba, seperti asam 
heksadekanoid, asam oleik, fithol, dan lain-lain. 
Berdasarkan kandungan senyawa metabolit 
sekunder dan aktivitas antibakteri yang terdapat dalam 
daun bakau tersebut, maka daun bakau ini memiliki 
potensi untuk dijadikan sebagai pengawet alami pada 
ikan bandeng. Penggunaan daun bakau sebagai 
pengawet ikan bertujuan untuk mempertahankan 
kesegaran ikan dan tidak merusak kandungan gizi ikan 
terutama pada penurunan kadar proteinnya meski 
disimpan dalam waktu lama. Oleh karena itu, perlu 
dilakukan analisis perubahan kadar protein setelah 
penambahan ekstrak etanol daun bakau pada ikan 










B. RUMUSAN MASALAH 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, 
maka rumusan permasalahan dalam penelitian ini 
adalah: 
1. Berapa kadar protein ikan bandeng setelah 
penambahan ekstrak etanol daun bakau ? 
2. Apakah terdapat hubungan antara waktu dan 
konsentrasi ekstrak  etanol daun bakau terhadap 
perubahan kadar protein ikan bandeng ? 
 
C. TUJUAN PENELITIAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
1. Tujuan penelitian  
a. Mengetahui kadar protein ikan bandeng 
setelah penambahan ekstrak etanol daun 
bakau 
b. Mengetahui hubungan antara waktu dan 
konsentrasi ekstrak  etanol daun bakau 
terhadap perubahan kadar protein ikan 
bandeng  
 
2. Manfaat penelitian  
a. Bagi peneliti, dapat menambah 
pengetahuan keilmuan di bidang penelitian 
kimia, khususnya tentang pengaruh waktu 
dan konsentrasi ekstrak  etanol daun bakau 
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terhadap perubahan kadar protein ikan 
bandeng  
b. Bagi mahasiswa, dapat memberikan 
dorongan kepada mahasiswa lain untuk 
menentukan penelitian lebih lanjut tentang 
ekstrak etanol daun bakau 
c. Bagi masyarakat luas, memberikan 
informasi bagi masyarakat mengenai 








A. KERANGKA TEORITIK 
1. Daun Bakau (Rhizophora mucronata Lamk.) 
a. Taksonomi tanaman bakau  
Menurut Duke (2006) dalam sistematika 
(taksonomi) tumbuhan, tumbuhan bakau 
(Rhizophora mucronata Lamk.) diklasifikasikan 
sebagai berikut:  
Kingdom  : Plantae  
Kelas  : Magnoliopsida  
Ordo  : Mytales  
Famili  : Rhizophoraceae  
Genus  : Rizhophora  
Spesies  : Rizhophora mucronata Lamk.  




















Gambar 2.1 Daun Bakau (Rhizophora mucronata Lamk) 
(Sumber. buku Panduan Mangrove di Indonesia) 
 
b. Karakteristik tanaman bakau  
Tanaman bakau dengan nama ilmiah 
Rhizophora mucronata ini termasuk di dalam 
Famili Rhizophoraceae yang banyak ditemukan di 
daerah pasang surut air laut dan berpasir. 
Tanaman ini dapat mencapai ketinggian 35-40 m 
dengan batang berbentuk silindris yang kulit 
luarnya berwarna coklat tua dan batangnya 
terlihat seperti retak-retak, sedangkan akarnya 
berbentuk akar tunjang (akar tongkat) yang 
berfungsi sebagai alat pernapasan bagi tanaman 
tersebut. Hal ini dikarenakan pada permukaan 
batang terdapat adanya lentisel.  
Daun pada tanaman bakau mempunyai ciri-
ciri berwarna hijau mengkilap dan berbentuk 
lonjong disertai panjang tangkai berukuran 17-35 
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mm. Selain itu, tanaman ini juga mempunyai 
bunga yang berwarna kuning dengan kelopak 
berwarna kuning kecoklatan sampai kemerahan. 
Proses penyerbukannya dapat terjadi mulai April 
sampai dengan Oktober dengan adanya bantuan 
serangga yang menghasilkan buah berwarna hijau 
berdiameter 2 cm dan panjang maksimum sekitar 
70 cm  (Yus Rusila dkk, 1999). 
c. Kandungan senyawa tumbuhan bakau  
Tumbuhan bakau mengandung senyawa 
bioaktif seperti: alkaloid, terpenoid, tannin, 
saponin, flavonoid dan oktakosil alkohol yang 
aktif. (Renny, 2014) Selain itu, di dalam daun 
bakau juga terkandung asam lemak di antaranya 
asam heksadekanoid, asam oleik, fithol dan lain-
lain (Joel, dkk, 2010). 
 
2. Ikan Bandeng (Chanos chanos) 
Ikan bandeng merupakan salah satu komoditas 
penting perikanan Indonesia yang dapat dijumpai 
hampir di seluruh perairan Indonesia, termasuk di Laut 
Jawa. Jenis ikan ini dapat dibudidayakan baik pada air 
tawar dan payau, juga dapat tumbuh secara pesat jika 
dipelihara di dalam tambak (Hadie dan Supriatna, 





yang memanjang, bagian kepala tanpa sisik, mulut 
berukuran kecil dan terletak di ujung kepala yang 
disertai rahang tanpa gigi, serta mata yang diselaputi 
oleh tujuh selaput bening (subcutaneus).  Selain itu, sirip 
ekor pada ikan ini bercabang serta memiliki sisik 
seperti kaca. Pada umumnya, ikan bandeng berwarna 
putih bersih dan pada bagian punggung juga memiliki 
warna biru kehitaman. Jika terdapat pengaruh air, 
warna ikan ini dapat mengalami perubahan. Sebagai 
contoh, apabila warna air sangat keruh, punggung ikan 
berwarna lebih gelap dan sebaliknya.  
a. Morfologi ikan bandeng (Chanos chanos) 
Adapun taksonomi dari ikan bandeng dapat 
diklasifikasikan sebagai berikut: 
Kingdom :  Animalia 
Filum :  Chordata 
Kelas :  Actinopterygii 
Ordo :  Gonorynchiformes 
Famili :  Chanidae 
Genus :  Chanos 
Spesies :  Chanos chanos Forsskal 
Bentuk tubuh ikan bandeng dapat dengan 
mudah dikenali karena ikan tersebut memiliki 
kepala yang lebih kecil jika dibandingkan dengan 
ukuran tubuhnya. Selain itu, umumnya tubuh ikan 
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bandeng adalah berbentuk kecil memanjang dan 
memiliki sirip ekor yang bercabang dua. Pada 
seluruh permukaan tubuhnya juga terdapat sisik 
berwarna perak dan mengkilap, berwarna 
kehitaman atau hijau kekuningan pada bagian 
punggungnya, serta terkadang albino. Lebih 
lanjut, bagian perut ikan ini memiliki sisik warna 
perak dengan bentuk lateral di bagian depan 
sampai sirip ekornya. Adapun untuk jumlah sirip 
ikan bandeng yang berukuran juvenil dan dewasa 
mempunyai persamaan yakni pada bagian 
punggung II:12-14, di sisi bawahnya I:10 atau 11, 
sedangkan pada bagian anal dan sirip dada 
mempunyai jumlah sirip II:8 atau 9 dan I:15-16. 
Selain itu, sisik lateral dimiliki oleh ikan bandeng 
di bagian depan hingga caudal antara 75-85, dan 
tulang belakang yang berjumlah 44 ruas. 
Pada bagian lain yakni kepala ikan bandeng 
terdapat kedua mata yang ditutupi selaput lendir 
(adipose), mulutnya kecil dan tidak bergigi, 
terletak pada bagian depan kepala serta sirip ekor  
yang berbentuk homocercal. (Sri Rasmiati, 2012) 
Selain itu juga terdapat insang. Insang ini 





bandeng terdiri atas tiga bagian tulang, seperti 
operculum, suboperculum dan radii branhiostegi. 






Gambar 2.2 Ikan bandeng (Chanos chanos) 
(Sumber : www.teknoislam.com) 
 
b. Kandungan gizi ikan bandeng (Chanos chanos) 
Ikan bandeng (Chanos chanos) mempunyai 
komposisi zat gizi yang cukup tinggi (Sri Rasmiati, 
2012). Kandungan gizi ikan bandeng disajikan 
pada tabel 2.1 berikut ini:  





Kalori 148 Kalori 
Protein 20,53 Gram 
Lemak 6,73 Gram 
Air 70,85 Gram 
Abu 1,14 Gram 
Kalsium  51 Miligram 
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Besi  0,32 Miligram 
Magnesium  30 Miligram 
Fosfor  162 Miligram 
Kalium  292 Miligram 
Natrium  72 Miligram 
Seng  0,82 Miligram 
Tembaga  0,034 Miligram 
Mangan  0,02 Miligram 
Selenium 12,6 Miligram 
Vitamin B1 0,013 Miligram 
Vitamin B2 0,054 Miligram 
Vitamin B3 6,44 Miligram 
Vitamin B5 0,75 Miligram 
Vitamin B6 0,423 Miligram 








Retinol konten 30 Miligram 









a. Pengertian protein 
Protein merupakan substansi yang 
berfungsi sebagai zat pembangun dalam tubuh 
manusia. Selain itu, fungsi sebagai zat pengatur 
dan sebagai bahan bakar dalam tubuh juga 
dimiliki oleh molekul ini. Lebih lanjut, protein 
dapat didefinisikan sebagai sumber dari asam-
asam amino dengan kandungan unsur C, H, O dan 
N yang tidak dimiliki oleh lemak ataupun 
karbohidrat. Di alam, terdapat pula jenis protein 
yang mengandung unsur-unsur logam seperti besi 
dan tembaga. (F.G. Winarno, 2006) 
b. Klasifikasi protein 
Protein dibedakan menjadi 3 golongan, di 
antaranya: 
1) Susunan molekul 
Ditinjau dari susunan molekul protein 
dapat dibedakan menjadi dua, (F.G. 
Winarno, 2006) yaitu: 
a) Protein fibliler 
Protein ini merupakan protein 
yang mempunyai bentuk serabut yang 
tersusun berdasarkan rantai molekul 
panjang yang sejajar dengan rantai 
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utama. Adapun protein ini bersifat 
elastis dan tidak membentuk kristal. 
Jika rantainya tertarik secara 
memanjang, maka posisinya dapat 
diperoleh kembali ke keadaan semula. 
Manfaat utama dari protein ini adalah 
sebagai zat yang turut membentuk 
struktur bahan dan jaringan dalam 
tubuh, sebagai contoh adalah keratin 
sebagai penyusun pada rambut, 
mosin pada otot, serta fibrin pada 
gumpalan darah.  
b) Protein globuler 
Protein globuler memiliki 
bentuk seperti bola,  protein ini dapat 
dijumpai pada daging, susu, dan telur. 
Dalam susunan molekulnya, protein 
jenis ini mudah mengalami 
denaturasi. 
2) Tingkat degradasi 
Berdasarkan tingkat degradasi 
protein dapat dibedakan menjadi dua, (F.G. 







a) Protein alami 
Protein ini merupakan jenis 
protein dalam keadaan masih asli 
tanpa terikat atau dikombinasi 
dengan senyawa lain seperti halnya 
protein yang terdapat dalam sel. 
b) Protein buatan 
Protein ini merupakan jenis 
protein hasil degradasi dari protein 
lain di awal permulaan proses 
denaturasi. 
3) Struktur protein 
Struktur protein dapat dibedakan 
menjadi empat bentuk, (F.G. Winarno, 
2006)  yaitu: 
a) Struktur primer 
Struktur primer merupakan 
salah satu struktur dalam protein 
dengan urutan linier asam-asam 
amino satu sama lain digabungkan 
oleh ikatan peptida. Urutan ini 
ditentukan oleh urutan basa 
nukleotida dalam gen yang berkode 
protein. Berikut gambar 2.3 











Gambar 2.3 struktur primer protein 
Sumber: http://bio1151.nicerweb.com  
 
 
b) Struktur sekunder 
Pada struktur sekunder 
pola lipatannya teratur yang 
distabilkan oleh ikatan 
hidrogen di antara gugus-gugus 
peptida yang saling berdekatan 
dalam rantai. Adapun struktur 
sekunder protein disajikan 



















Gambar 2.4 struktur sekunder protein 
Sumber: http//desertbruchid.net  
 
c) Struktur tersier 
Struktur tersier yakni 
lipatan segmen-segmen 
struktur sekunder dalam tiga 
dimensi yang distabilkan oleh 
interaksi antara urutan-urutan 
yang jauh. Berikut gambar 2.5 
















Gambar 2.5 struktur tersier protein 
Sumber: https://www.khanacademy.org  
 
d) Struktur kuartener 
Interaksi antara rantai-
rantai polipeptida yang berbeda 
membentuk suatu struktur 
oligomer yang hanya 
distabilkan oleh ikatan-ikanan 
nonkovalen. Adapun struktur 
kuartener protein disajikan 
















Gambar 2.6 struktur kuartener protein 
Sumber : www.slideserve.com 
c. Analisis Protein 
Analisis protein dapat dilakukan dengan 
dua metode, (Slamet, 1989) yaitu ;  
1) Analisis Kualitatif 
Analisis kualitatif merupakan salah 
satu metode yang bertujuan untuk 
mengetahui keberadaan kandungan protein 
suatu sampel. Berikut macam-macam 
analisis protein secara kualitatif: 
a) Reaksi Xantoprotein 
Reaksi ini merupakan salah satu 
cara untuk uji kualitatif protein yang 
lazim digunakan sebagai penentu 
keberadaan gugus benzena dalam 
molekul protein. Larutan asam nitrat 
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pekat digunakan sebagai reagen 
dalam larutan protein. Setelah 
dilakukan pencampuran, maka akan 
diperoleh endapan putih. Endapan 
tersebut jika dipanaskan akan 
berubah warna menjadi kuning. Uji 
positif dinyatakan jika dalam sampel 
protein tersebut terkandung  tirosin, 
fenilalanin dan triptofan. 
b) Reaksi Hopkins-Cole 
Reaksi ini merupakan reaksi 
kimia yang digunakan untuk 
menunjukkan adanya asam amino 
triptofan dalam sampel protein. Asam 
glioksilat direaksikan dengan sampel 
protein dalam fasa larutan yang di 
dalamnya terkandung triptofan. Pada 
prosesnya, digunakan asam sulfat 
yang dituangkan secara perlahan 
sehingga diperoleh suatu lapisan di 
bawah sampel larutan protein yang 
kemudian akan diperoleh cincin ungu 







c) Reaksi Millon 
Reaksi Millon dapat terjadi pada 
campuran antara larutan merkuro 
dan merkuri nitrat dengan larutan 
asam nitrat. Uji positif dari reaksi ini 
diketahui apabila dihasilkan endapan 
berwarna putih. Endapan tersebut 
jika dipanaskan akan berubah warna 
menjadi merah karena terjadi reaksi 
antara senyawa merkuri dan gugus 
hidroksifenil yang berwarna. 
d) Reaksi Natriumnitroprusida 
Pada reaksi ini digunakan 
larutan ammonia yang akan 
menghasilkan uji positif jika terdapat 
warna merah karena reaksi pada 
protein yang memiliki gugus sistein (–
SH) bebas.  
e) Reaksi Sakaguchi 
Naftol dan natrium hipobromit 
digunakan sebagai pereaksi dalam 
reaksi ini. Hasil uji positif 
menandakan adanya gugus gugus 
guanidine yang dicirikan dengan 
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diperolehnya warna merah pada hasil 
ujinya. 
f) Metode Biuret 
Salah satu metode analisis 
keberadaan kadar protein dapat 
dilakukan dengan cara 
mengidentifikasi senyawa-senyawa 
yang mengandung gugus amida asam 
yang berada bersama gugus amida 
yang lain atau yang sering disebut 
dengan metode biuret. Metode ini 
dilakukan dengan cara mereaksikan 
basa NaOH dari larutan yang 
mengandung protein kemudian 
ditambahkan larutan CuSO4 encer. 
Apabila dalam suatu protein tersebut 
terdapat gugus amida asam maka 
akan ditandai dengan timbulnya 
warna merah violet atau biru violet 
pada hasil ujinya. 
2) Analisis Kuantitatif 
Analisis kuantitatif ini bertujuan 
untuk mengetahui jumlah kadar protein 





kuantitatif digolongkan menjadi dua 
metode, yaitu:  
a) Metode konvensional 
Metode konvensional 
merupakan metode analisis 
kuantitatif protein yang digunakan 
untuk menganalisis kadar protein 
tidak larut dalam suatu pelarut. 
Metode ini meliputi: 
i) Metode Kjeldahl 
Metode ini merupakan metode 
penetapan nitrogen total pada asam 
amino, protein dan senyawa yang 
mengandung nitrogen. Metode ini 
tepat digunakan secara semimikro 
sebab hanya memerlukan jumlah 
sampel dan pereaksi yang sedikit 
serta waktu yang singkat. 
Pada metode ini terdapat tiga 
tahap yakni destruksi, distilasi, dan 
titrasi. Pada tahap pertama, sampel 
didestruksi untuk menghasilkan 
amonium sulfat. Selanjutnya distilasi, 
pada tahap ini dilakukan reaksi 
dengan alkali kuat, kemudian amonia 
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yang terbentuk disuling uap secara 
kuantitatif ke dalam larutan 
penyerap. Adapun untuk tahap 
terakhir adalah penetapan hasil 
kualitatif yaitu dengan cara titrasi. 
ii) Metode Titrasi Formol 
Prinsip dari metode titrasi 
formol adalah pembentukan 
dimethilol. Dimethilol ini diperoleh 
dengan cara mereaksikan protein 
yang sudah dinetralkan dengan NaOH 
yang ditambahkan dengan formalin. 
Dengan terbentuknya dimethilol, 
maka ini membuktikan bahwa gugus 
amino dalam protein sudah terikat 
dan tidak akan mempengaruhi reaksi 
asam dengan basa yang terjadi 
sehingga akhir titrasi dapat diakhiri 
dengan tepat. Hal ini ditandai dengan 
adanya perubahan warna menjadi 
merah muda yang tidak hilang dalam 
30 detik.  
b) Metode modern 
Metode modern ini digunakan 





dalam suatu pelarut. Metode modern 
terdiri dari dua metode yaitu: 
i) Metode Lowry 
Metode Lowry merupakan 
kombinasi pereaksi biuret dengan 
pereaksi lain (folin-ciocalteauphenol). 
Pereaksi ini akan bereaksi dengan 
residu tirosin dan triptofan dalam 
protein. Reaksi menghasilkan warna 
kebiruan dan jika dianalisis 
menggunakan spektofotometer akan 
menunjukkan serapan pada panjang 
gelombang antara 500-750 nm. Pada 
daerah 500 nm juga akan muncul 
puncak kecil yang digunakan untuk 
menentukan protein dengan 
konsentrasi tinggi, sedangkan puncak 
besar di 750 nm untuk mengukur 
kadar protein dengan konsentrasi 
rendah. 
ii) Metode Spektrofotometri UV 
Kelebihan dari metode 
spektrofotometri UV yaitu analisis 
dapat dilakukan dengan cepat, 
mudah, dan tidak merusak bahan. 
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Pada metode ini pengukuran protein 
dilakukan berdasarkan absorbsi sinar 
UV. Kebanyakan protein 
mengabsorbsi sinar ultraviolet 
maksimum pada 280 nm yang 
menandakan bahwa dalam protein 
tersebut terkandung asam amino 
tirosin, triptophan, dan fenilalanin.  
 
B. Kajian Pustaka Sebelumnya 
Sebelum melakukan penelitian perlu dilakukan 
pengumpulan data baik bersumber dari literatur 
maupun skripsi, tesis, disertasi dan jurnal terkait. 
Berikut beberapa sumber yang digunakan dalam 
pengumpulan data. 
 Sahoo, Mulla, Ansari dan Mohandas (2012), 
memaparkan bahwa ekstrak etanol daun bakau mampu 
menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan 
Streptococcus sp. Sedangkan analisis fitokimia 
mengungkapkan adanya saponin, glikosida, tanin, 
flavonoid, fenol dan minyak atsiri dalam daunnya. 
Pada artikel lain disebutkan bahwa ekstrak etil 
asetat daun bakau pada konsentrasi 15 µL, 25 µL dan 50 
µL mampu menghambat aktivitas mikroba seperti 





aureus, dan Klebsiella pneumonia (Joel dan Bhimba, 
2010). Menurut Purwani dkk, 2008 mengemukakan 
bahwa Organisme pembusuk pada ikan di antaranya 
bakteri Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, 
Klebsiella pneumonia, dan Escherichia coli 
(Widowati,2014).  
Berdasarkan kedua kajian pustaka diatas, terbukti 
bahwa yang mampu menghambat pertumbuhan bateri 
pembusuk ikan yaitu ekstrak etil asetat daun bakau. 
Namun bahan campuran yang digunakan dalam 
penelitian ini harus bersifat foodgrade dikarenakan 
hasil produk dalam penelitian ini akan diterapkan pada  
ikan, dan ikan terebut untuk dikonsumsi. Hal ini yang 
menjadi kendala dalam penelitian, etil asetat foodgrade 
dalam peneliti belum didapat sehingga peneliti mencari 
solusi lain yaitu menggunakan etanol foodgrade. 
Alasannya  ekstrak etanol daun bakau juga mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini yang 
memotivasi peneliti untuk menerapkan ekstrak etanol 
daun bakau sebagai pengawet alami ikan, diantaranya 
ikan bandeng. Tolok ukur pengawetan ikan pada 
penelitian ini ditinjau berdasarkan perubahan kadar 
protein pada ikan tersebut.  Analisis perubahan kadar 
protein yang digunakan peneliti yaitu metode Kjedahl. 
Harapan peneliti untuk penelitian ini adalah untuk  
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mengetahui hubungan antara waktu dan konsentrasi 
ekstrak  etanol daun bakau terhadap perubahan kadar 
protein ikan bandeng. 
 
C. Rumusan Hipotesis 
Hipotesis merupakan jawaban sementara 
terhadap rumusan masalah penelitian, dimana 
rumusan masalah  penelitian telah dinyatakan dalam 
bentuk kalimat pertanyaan (Sugiyono, 2009). 
Berdasarkan dasar teori dan kajian pustaka 
sebelumnya, maka hipotesis yang diajukan penulis ada 
dua yaitu;  
Ho : adanya hubungan antara waktu dan konsentrasi 
ekstrak  etanol daun bakau terhadap perubahan 
kadar protein ikan bandeng  
H1 : tidak adanya hubungan antara waktu dan 
konsentrasi ekstrak  etanol daun bakau terhadap 







BAB  III 
METODE  PENELITIAN 
 
A. Jenis dan Pendekatan Penelitian 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian terapan. 
Penelitian terapan merupakan penelitian yang 
perhatiannya dipusatkan pada struktur dan proses yang 
ada dalam praktik (Deni, 2013). 
Penelitian ini menggunakan pendekatan 
eksperimen laboratorium. Penelitian eksperimen 
bertujuan untuk meneliti pengaruh dari suatu 
perlakuan tertentu terhadap gejala suatu kelompok 
tertentu dibanding dengan kelompok lain yang 
menggunakan perlakuan berbeda. (Deni, 2013) 
Faktor perlakuan meliputi penambahan ektrak 
etanol daun bakau dari konsentrasi 12,5 ppm, 25 ppm, 
37,5 ppm serta 50 ppm  dan tanpa perlakuan yakni 
tanpa penambahan pengawet apapun. 
1. Faktor I   : cara perlakuan  
a. Ekstrak etanol : pengawetan dengan 
ekstrak etanol daun 
bakau dari konsentrasi 
12,5 ppm, 25 ppm, 






b. Blanko  : tanpa perlakuan 
2. Faktor II   : waktu perendaman 
(12 jam. 24 jam, 36 
jam dan 48 jam) 
 
B. Tempat dan Waktu Penelitian  
Tempat penelitian di laboratorium Ilmu Panngan 
Universitas Katolik (Unika) Soegijapranata Semarang 
dan laboratorium Analisis Zat Gizi Universitas 
Muhamadiyah Semarang (UNIMUS). Adapun waktu 
Penelitian dilaksanakan pada 4 april – 20 april 2017. 
 
C. Variabel dan Indikator Penelitian 
Variabel penelitian adalah segala sesuatu yang 
berbentuk apa saja yang digunakan oleh peneliti untuk 
dipelajari sehingga diperoleh informasi tentang hal 
tersebut, kemudian ditarik kesimpulannya. Adapun 
peneltian ini menggunakan tiga jenis variabel yaitu: 
1. Variabel bebas 
Variabel bebas merupakan variabel yang 
mempengaruhi atau yang menjadi sebab 
perubahan atau timbulnya variabel terikat. 
(sugiyono, 2013) Dalam penelitian ini variabel 
bebasnya adalah variasi konsentrasi ekstrak 
etanol daun bakau dan variasi waktu pengawetan. 
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2. Variabel Terikat 
Variabel terikat merupakan variabel yang 
dipengruhi atau yang menjadi akibat, karena 
adanya variabel bebas. (Sugiyono, 2013) Dalam 
penelitian ini variabel terikatnya adalah kadar 
protein ikan bandeng yang diawetkan dengan 
ekstrak etanol daun bakau. 
3. Variabel Kontrol 
Variabel kontrol adalah variabel yang 
dikendalikan atau dibuat konstan sehingga 
hubungan variabel independen dengan dependen 
tidak dipengaruhi faktor luar yang tidak teliti. 
(Sugiyono, 2013) Variabel kontrol dalam 
penelitian ini adalah ikan bandeng yang 
mempunyai berat 100 gram dan memiliki panjang 
20 cm. 
 
D. Teknik Pengumpulan Data 
1. Dokumentasi 
Teknik dokumentasi ini digunakan untuk 
memperoleh informasi dari buku-buku ataupun 








2. Uji laboratorium 
Uji laboratorium penelitian ini bertujuan 
untuk memperoleh data kadar etanol yang 
terkandung dalam ekstrak etanol daun bakau 
serta waktu (12 jam, 24 jam, 36 jam dan 48 jam) 
dan konsentrasi (12,5 ppm, 25 ppm, 37,5 ppm dan 
50 ppm) ekstrak etanol daun bakau  untuk dapat 
mempertahankan kadar protein ikan bandeng 
secara optimum 
 
E. Uji Laboratorium 
1. Pembuatan ekstrak etanol daun bakau 
a. Alat 
1) Blender 
2) Toples besar 
3) Rotary evaporator 
4) Freeze dryer 
5) Freezer 
b. Bahan 
1) 4,5 Kg Daun bakau  
2) 2 L etanol food grade 96 % 
c. Cara pembuatan ekstrak etanol daun bakau 
1) Sebanyak 4,5 Kg daun bakau 
dikeringkan dengan cara dianginkan 
pada suhu ruang 
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2) Setelah kering kemudian diblender 
dan diambil sebanyak 500 g 
3) Kemudian bubuk daun bakau 
dimaserasi dengan etanol food grade 
selama 2 x 24 jam, dari maserasi ini 
diperoleh filtrat dan residu, yang 
filtrat di uapkan dengan rotary 
evaporator  pada suhu 60o C selama 4 
jam. 
4) Didapatkan ekstrak kental kemudian 
di freeze drying selama 3 jam 
diperoleh ekstrak dalam bentuk gel. 
2. Pembuatan ekstrak etanol dengan berbagai 
konsentrasi 
a. Alat 
1) Gelas beker 
2) Neraca analitik 
3) Gelas ukur 
b. Bahan 
1) Ekstrak daun bakau jel 
2) Etanol 96 % 
3) Aquades  
c. Cara kerja 
1) Pembuatan ekstrak etanol daun 





daun bakau jel ditimbang sebanyak 
0,0125 mg, pada konsentrasi 25 ppm, 
ekstrak bakau jel yang dibutuhkan 
sebanyak 0,025, konsentrasi 37,5 
ekstrak jel daun bakau sebanyak 
0,0375 mg serta pada 50 ppm ekstrak 
daun bakau sebanyak 0,05 mg, 
kemudian masing-masing ekstrak 
bakau yang sudah ditimbang 
dilarutkan dengan sedikit etanol 
dengan maksud ekstrak bakau dapat 
larut dalam pelarut. Kemudian 
ditambahkan aquades sampai 1 L. 
Berikut tabel 3.1 merupakan variasi 
konsentrasi larutan ekstrak etanol 
daun baka 
Tabel 3.1 variasi konsentrasi larutan 








etanol 96 % 
volume 
aquades 
12,5 ppm 0,0125 mg 2 mL 98 mL 
25 ppm 0,025 mg 2 mL 98 mL 
37,5 ppm 0,0375 mg 2 mL 98 mL 




2) Larutan ekstrak etanol daun bakau 
dimasukan kedalam botol dan diberi 
label untuk masing-masing 
konsentrasi 
3. Pengawetan ikan bandeng dengan ekstrak etanol 
a. Alat  
1) Toples  
2) Gelas ukur 
b. Bahan 
1) Larutan ekstrak etanol daun bakau 
2) Ikan bandeng 
c. Cara pengawetan ikan bandeng 
1) Setiap konsentrasi pada setiap jam 
mengawetkan 2 ikan bandeng, dengan 
ukuran satiap toples berisi 2 ikan 
bandeng dengan ukuran 5 g kemudian 
ditambahkan larutan ekstrak etanol 
daun bakau sebanyak 250 mL. 
2) Berikut variasi konsentrasi ekstrak 
etanol daun bakau terhadap waktu 








Tabel. 3.2 pengawetan ikan dengan 
berbagai konsentrasi terhadap waktu 
konsentrasi 
Waktu 
12 jam 24 jam 36 jam 48 jam 
12,5 ppm 2 ekor 2 ekor 2 ekor 2 ekor 
25 ppm 2 ekor 2 ekor 2 ekor 2 ekor 
37,5 ppm 2 ekor 2 ekor 2 ekor 2 ekor 
50 ppm 2 ekor 2 ekor 2 ekor 2 ekor 
kontrol 1 ekor 1 ekor 1 ekor 1 ekor 
3) Setelah direndam sesuai dengan 
waktu-waktunya,, ikan diangkat dan 
ditiriskan. 
4. Pengukuran kadar protein dalam ikan bandeng 
a. Alat 
1) 1 set alat destruksi 
2) 1 set alat destilasi 
3) 1 set alat titrasi 
4) Pisau 
5) Gelas beker 
b. Bahan 
1) Ikan bandeng yang sudah diawetkan 
2) H2SO4 pekat 
3) Serbuk selenium 
4) NaOH 50 % 
5) Asam borat 4 % 
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6) Indikator PP 
7) Indikator MR 
8) HCl 0,02 N 
9) Aquades 
c. Cara kerja pengukuran kadar protein 
1) Destruksi 
a) Sebanyak 0,05 g ikan bandeng 
dimasukan kedalam labu 
destruksi kemudian 
ditambahkan 1 g campuran 
selenium serta 2 mL H2SO4 
pekat 
b) Semua bahan dipanaskan diatas 
pemanas listrik sampai cairan 
menjadi berwarna hijau jernih 
2) Destilasi  
a) Hasil destruksi dimasukan 
kedalam labu alas bulat 
kemudian ditambahkan 3 tetes 
indikator PP, 80 mL NaOH dan 
100 mL aquades 
b) Kemudian labu alas bulat 
dipasang pada alat destilasi dan 





destilat yang berwarna kuning 
jernih sebanyak 20 mL 
c) Destilat ditampung kedalam 
erlenmeyer yang berisi 10 mL 
larutan asam borat 4 % 
sebanyak 5 mL dan 3 tetes 
indikator MR 
3) Titrasi 
a) Destilat dititrasi dengan HCl 0,02 N 
sampai terbentuk warna merah muda 
jernih 
b) Catat volume HCl yang digunakan  
 
F. Teknik Analisis Data 
1. Metode kjedahl 
Metode ini digunakan untuk menguji 
kandungan protein, metode ini merupakan 
metode yang sederhana untuk penetapan 
nitrogen total pada asam amino, protein, dan 
senyawa lainnya yang mengandung nitrogen.  
Pada metode ini terjadi beberapa proses yaitu: 
destruksi, destilasi dan titrasi. Setelah melalui 
tahapan-tahapan tersebut kemudian menghitung 
kadar protein menggunakan rumus berikut ini: 
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%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
 
2. Uji anava dua jalan 
Langkah uji ANAVA dua jalan adalah sebagai 
berikut : (Hanifah, 2011) 
a. Menyusun hipotesis 
1) Berkaitan dengan pengaruh faktor 
pertama (A) 
H0 :  𝜇𝐴1 = 𝜇𝐴2  =𝜇𝐴3 
Ha : 𝜇𝐴1 ≠ 𝜇𝐴2 ≠ 𝜇𝐴5 
2) Berkaitan dengan pengaruh faktor 
kedua (B) atau efek kolom  
H0 : µB1 = µB2 = µB3  
Ha : paling sedikit salah satu µ tidak 
sama  
3) Interaksi antara faktor pertama 
dengan faktor kedua (AXB)  
H0 : efek faktor yang satu 
tergantung dengan faktor lainnya 
Ha : efek faktor yang satu tidak 







b. Menentukan taraf signifikansi (𝛼) 
Taraf signifikansi yang digunakan adalah 
5% atau 0,05. 
c. Menghitung derajat kebebasan (dk) 
1)  dk SSt 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑡 = 𝑁 − 1 
2) dk SSb 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑏 = 𝑝𝑞 − 1 
3) dk SSw 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑤 = 𝑁 − 𝑝𝑞 
4) dk SSa 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑎 = 𝑝 − 1 
5) dk SSb 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑏 = 𝑞 − 1 
6) dk SSab 
𝑑𝑘 𝑆𝑆𝑎𝑏 = 𝑑𝑘𝑎  𝑥 𝑑𝑘𝑏 
d. Menghitung Sum Of Squares (SS) 
1) SS total  (SSt) 
𝑆𝑆𝑡 = ∑ 𝑋












3) SS dalam kelompok 
SSw = SSt −  SSb 
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6) SS variabel A dan variabel B 
SSAB = SSb − SSA −  SSB 
Keterangan : 
G = Jumlah Skor keseluruhan 
N = Banyaknya sampel keseluruhan 
A = Jumlah Sekor masing-masing baris 
B = Jumlah sekor masing-masing kolom 
p = Banyaknya kelompok faktor A 
q = Banyaknya kelompok faktor B 
n = Banyaknya sampel masing—masing 
sel 
e. Memasukan hasil perhitungan kedalam 










Tabel 3.4 hasil uji anova 
Sumber SS df Rata-rata F Nilai P 
Baris A 
    
 
Baris B 
   
    











HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Uji kadar protein 
Berdasarkan penelitian uji kadar protein 
ikan bandeng yang menggunakan metode kjedahl, 
diperoleh data yang ditunjukkan pada tabel 4.1 
berikut ini: 





kadar protein (%) 
rata-rata 
ulangan 1 ulangan 2 
12,5 ppm 
12 jam 18,83 17,40 18,115 
24 jam 18,15 15,89 17,02 
36 jam 15,12 15,57 15,345 
48 jam 14,123 12,77 13,4465 
25 ppm 
12 jam 19,07 20,12 19,595 
24 jam 17,10 17,66 17,38 
36 jam 15,34 15,99 15,665 
48 jam 13,38 15,13 14,255 
37,5 ppm 
12 jam 20,07 19,62 19,845 
24 jam 19,02 16,52 17,77 
36 jam 15,78 19,67 17,725 
48 jam 16,18 14,95 15,565 
50 ppm 
12 jam 20,80 20,34 20,57 
24 jam 19,94 18,66 19,30 
36 jam 18,15 19,62 18,885 




12 jam 17,49   17,49 
24 jam 12,72   12,72 
36 jam 9,66   9,66 
48 jam 6,712   6,712 
Data tersebut menunjukkan semakin 
tinggi konsentrasi yang diaplikasikan pada 
ikan bandeng menyebabkan kadar protein 
semakin meningkat.  
2. Uji analisis hubungan waktu dan konsentrasi 
terhadap kadar protein ikan bandeng 
Untuk mengetahui adanya hubungan waktu 
dan konsentrasi terhadap kadar protein ikan 
bandeng menggunkan uji anava. Berikut data hasil 
uji anava ditunjukkan pada tabel 4.2 dibawah ini: 
Tabel 4.2 hasil uji anava kadar protein ikan bandeng 
Sumber SS Df Rata-Rata F Nilai P 
Corrected Model 307,875a 19 16,204 12,558 0,000 
Intercept 8781,512 1 8781,512 6805,824 0,000 
Waktu 139,608 3 46,536 36,066 0,000 
Konsentrasi 159,983 4 39,996 30,997 0,000 
Waktu * Konsentrasi 26,985 12 2,249 1,743 0,148 
Error 20,645 16 1,290   
Total 10417,383 36    
Corrected Total 328,519 35    
 
Berdasarkan  tabel 4.2 diatas 
diketahui bahwa hasil uji interaksi antara 
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konsentrasi-waktu terhadap kadar protein 
menunjukan nilai P lebih besar dari nilai α 
yaitu 0,148 > 0,05, hal ini menunjukan tidak 
adanya hubungan konsentrasi-waktu 
terhadap kadar protein. Selain itu, ditinjau 
dari segi konsentrasi nilai P lebih kecil dari 
nilai α (0,00 < 0,05) berarti menunjukan 
adanya hubungan konsentrasi terhadap 
kadar protein. Sedangkan dari segi waktu 
menunjukan adanya hubungan waktu 
pengawetan terhadap kadar protein, karena 
nilai p kurang dari nilai α yakni 0,000 < 
0,05.  
 
B. Analisis Uji kadar protein 
Pada penentuan kadar protein ikan 
bandeng yang diawetkan dengan ekstrak etanol 
dari berbagai konsentrasi menggunakan metode 
kjedahl. Metode ini merupakan metode penetapan 
nitrogen total pada asam amino, protein dan 
senyawa yang mengandung nitrogen. Metode ini 
tepat digunakan secara semi mikro sebab hanya 
memerlukan jumlah sampel dan pereaksi yang 
sedikit serta waktu yang singkat. 
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Analisa kadar protein menggunakan metode 
kjedahl pada dasarnya terdiri dari tiga tahapan 
yaitu: 
a. Destruksi  
Tahap destruksi ini merupakan tahap 
dekomposisi nitrogen dalam sampel 
menggunakan asam pekat. Pada tahapan ini 
sampel ikan bandeng dengan berat kurang 
lebih 0,05 gram dipanaskan dengan asam 
sulfat pekat sehingga terjadi destruksi 
menjadi unsur-unsurnya. Elemen C, H 
teroksidasi menjadi CO, CO2 dan H2O. 
Sedangkan N akan berubah menjadi 
(NH4)2SO4. Untuk mempercepat proses 
destruksi ditambahkan katalisator yaitu 
berupa selenium karena zat tersebut dapat 
menaikan titik didih. Hasil destruksi 
ditandai dengan adanya warna campuran 
berubah menjadi hijau bening. Reaksi yang 
terjadi pada tahap ini, ditunjukkan pada 
persamaan 4.1 berikut: 






b. Destilasi  
Pada tahap ini, ammonium sulfat 
dipecah menjadi ammonium (NH3) dengan 
penambahan NaOH sampai alkalis dan 
dipanaskan. Ammonium yang dibebaskan 
selanjutnya akan ditangkap oleh asam 
borat. Supaya kontak antara asam dan 
ammonia lebih baik maka ujung tabung 
destilat tercelup sedalam mungkin dalam 
asam. Untuk mengetahui keadaan destilat 
maka ditambahkan indikator Metil Red 
(MR). Reaksi yang terjadi pada tahap ini, 
ditunjukan pada persamaan 4.2 berikut: 
 (NH4) 2SO4  + 2NaOH → 2NH3 + Na2SO4 + 2H2O           (4.4) 
 
c. Titrasi 
Tahap ini bertujuan untuk 
mengetahui jumlah amoniak dalam larutan 
penerima. Jumlah nitrogen dapat dihitung 
dari jumlah ion amonia didalam larutan 
penerima tersebut. Pada tahap ini, destilat 
dititrasi menggunakan HCl. Asam borat 
yang bereaksi dengan asam klorida, akhir 
titrasi ditandai dengan perubahan warna 

























































































12,5 ppm 25 ppm 37,5 ppm 50 ppm Control
yang terjadi pada tahap ini, ditunjukan pada 
persamaan 4.3 berikut: 
NH3 + HCl → NH4Cl           (4.5) 
Berdasarkan hasil analisis kuantitatif yang 
dilakukan dengan menggunakan metode kjedahl 
tersebut diperoleh kadar protein pada sampel 
ikan bandeng yang diawetkan dengan ekstrak 
etanol daun bakau konsentrasi 12,5 ppm, 25 ppm, 
37,5 ppm dan 50  ppm, pada lama pengawetan 12 
jam 24 jam, 36 jam dan 48 jam ditunjukan pada 
gambar 4.1 berikut ini: 










Gambar 4.1 diatas menunjukkan bahwa 
ikan bandeng yang diawetkan dengan ekstrak 
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etanol daun bakau konsentrasi 50 ppm waktu 
pengawetan 12 jam mempunyai kadar protein 
tertinggi, sedangkan pada jam-jam berikutnya 
semakin berkurang.  
 
C. Analisis perubahan kadar protein ikan bandeng 
setelah penambahan ekstrak etanol daun bakau 
Berdasarkan tabel 4.1 di atas, terlihat bahwa 
semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol daun Bakau 
menyebabkan semakin besar kadar protein ikan 
Bandeng. Hal ini disebabkan metode analisis kadar 
protein yang telah digunakan (metode Kjedahl) 
merupakan metode yang mengukur semua senyawa 
yang mengandung atom N dalam strukturnya. Diduga 
ekstrak etanol daun Bakau mengandung senyawa 
golongan alkaloid yang secara umum golongan senyawa 
ini mengandung atom N dalam strukturnya. Hal ini 
dibuktikan pada laporan penelitian Diastuti dkk, 2009 
bahwa  Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa fraksi 
kloroform dari ekstrak etanol daun bakau mengandung 
senyawa flavonoid, terpenoid dan alkaloid. Hal ini yang 
mengakibatkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak, 
maka semakin besar pula kadar proteinnya. Dengan 
demikian penggunaan metode Kjedahl kurang sensitif 
dan keakuratannya dapat dikatakan rendah karena 
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tidak mampu membedakan manakah senyawa protein 
dan manakah senyawa bukan protein. Oleh karena itu 
perlu sekali menggunakan metode pengukuran kadar 
protein lainnya.  
 
D. Hubungan waktu dan konsentrasi ekstrak etanol 
daun bakau terhadap perubahan kadar protein ikan 
bandeng 
Ekstrak etanol daun bakau merupakan salah satu 
ekstrak daun yang dapat dijadikan sebagai pengawet 
alami untuk ikan diantaranya ikan bandeng. Pada 
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan 
waktu dan konsentrasi ekstrak  etanol daun bakau 
terhadap perubahan kadar protein ikan bandeng. 
Berdasarkan hasil analisis anava yang ditunjukkan pada 
tabel 4.2  dapat disimpulkan bahwa hasil uji interaksi 
antara konsentrasi-waktu terhadap kadar protein 
menunjukan nilai P lebih besar dari nilai α yaitu 0,148 > 
0,05, hal ini menunjukan tidak adanya pengaruh 
konsentrasi-waktu terhadap kadar protein. Selain itu, 
ditinjau dari segi konsentrasi nilai P kurang dari nilai α 
(0,000 < 0,05) berarti menunjukan adanya hubungan 
konsentrasi terhadap kadar protein. Sedangkan dari 
segi waktu menunjukan adanya hubungan waktu 
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perendaman terhadap kadar protein, karena nilai p 
kurang dari nilai α yakni 0,000 < 0,05. 
Hipotesis dalam penelitian ini bahwa adanya 
hubungan waktu perendaman dan konsentrasi ekstrak  
etanol daun bakau terhadap perubahan kadar protein 
ikan bandeng setelah pengawetan. Namun, berdasarkan 
hasil penelitian kurang tepat dalam menjawab hipotesis 
tersebut. Hal ini dilihat dari hasil analisis diatas yang 
menjelaskan bahwa waktu dan konsentrasi tidak secara 
bersama-sama berhubungan terhadap kadar protein 
ikan bandeng karena pada konsentrasi menunjukan 
hubungan positif terhadap kadar protein yakni semakin 
banyak konsentrasi semakin meningkat kadar 
proteinnya, sedangkan pada waktu memperlihatkan 
hubungan negatif yaitu semakin lama perendaman 
semakin berkurang kadar protein ikan bandeng  
tersebut. 
 
E. Kendala dalam penelitian 
1. Penentuan pelarut  
Setiap perbuatan pasti terdapat kendala 
yang dihadapi salah satunya dalam penelitian ini. 
Penelitian ini mengalami berbagai kendala 
diantaranya dalam penentuan pelarut yang 
digunakan untuk mengekstrak daun. Berdasarkan 
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penelitian sebelumnya diketahui bahwa senyawa 
dalam daun bakau dapat terurai dengan pelarut 
yang semi polar yaitu etil asetat. Selain itu, 
ekstrak etil asetat daun bakau pada konsentrasi 
15 µL, 25 µL dan 50 µL mampu menghambat 
aktivitas antimikroba seperti Escherichia coli, 
Psedomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
dan Klebsiella pneumonia dengan nilai evaluasi 
terhadap nilai Minimum Inhibitor Concentration 
(MIC) yang dihasilkan oleh daun bakau sekitar 8-9 
(Joel, 2010). 
Namun dalam penelitian ini pelarut etil 
asetat yang digunakan harus bersifat food grade 
karena akhir dari ekstrak daun tersebut akan 
diaplikasikan untuk makanan. Kendalanya pelarut 
etil asetat food grade belum didapatkan. Untuk itu, 
pelarut yang digunakan diganti dengan etanol 
food grade. Etanol ini merupakan senyawa polar, 
selain itu juga dapat mempunyai potensi dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri 
Staphylococcus aureus dan Streptococcus sp 
dikarenakan pelarut etanol dapat mengurai 
senyawa yang terkandung dalam daun bakau. 
Senyawa tersebut diantaranya saponin, glikosida, 
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tanin, flavonoid, fenol dan minyak atsiri (Sahoo, 
2012). 
 
2. Sistematika penelitian 
Sistematika penelitian merupakan langkah-
langkah yang dilakukan dalam setiap penelitian, 
penelitian ini terdiri dari berbagai tahapan salah 
satuunya tahap pembuatan ekstrak etanol daun 
bakau yang menggunakan metode meserasi.  
Metode maserasi merupakan metode 
perendaman daun dengan menggunakan pelarut. 
Dalam penelitian ini pelarut yang digunakan yaitu 
etanol dimana pelarut tersebut bersifat polar 
sehingga untuk membuat ekstraknya harus 
melalui berbagai tahapan yaitu perendaman 
dengan pelarut nonpolar, semipolar kemudian 
polar. Namun penelitian ini dalam pembuatan 
ekstrak daun langsung mengunakan pelarut polar. 
Dikarenakan pelarut yang digunakan pada 
penelitian ini harus bersifat food grade dan 
peneliti belum menemukan pelarut yang non 
polar dan semi polar yang bersifat food grade 
makannya pada penelitian ini langsung 
menggunakan pelarut polar food grade  Yaitu 
etanol food grade. Sebenarnya hal ini tidak 
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menjadi kendala dikarenakan pada penelitian 
sebelumnya dalam pembuatan ekstrak etanol 
daun Bakau yang menggunakan metode meserasi 
yaitu dengan cara daun tersebut langsung 
diekstraksi dengan etanol selama 2 x 24 jam  
(Diastuti, dkk, 2009). 
Berdasarkan pembahasan hasil penelitian di 
atas dapat dikatakan bahwa kadar protein ikan 
Bandeng setelah peambahan ekstrak etanol, 
bervariasi. Variasi kadar protein ini  mengikuti 
kecenderungan kenaikan konsentrasi ekstrak 
etanol. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol 
yang diaplikasikan pada ikan Bandeng, 
menyebabkan kadarr protein semakin tinggi. Di 
samping itu temuan lainnya adalah tidak terdapat 
hubungan waku perendaman konsentrasi ekstrak 
etanol terhadap perubahan kadar protein ikan 
Bandeng.  
 
F. Keterbatasan Penelitian 
Penelitian yang telah dilakukan terdapat 






1. Keterbatasan objek penelitian 
Penelitian ini dilakukan hanya terbatas 
pada satu objek, yaitu ikan bandeng sehiingga 
tidak dapat mewakili dari semua  jenis ikan 
2. Keterbatasan kemampuan 
Peneliti ini menyadari bahwa keterbatasan 
kemampuan khususnya dalam bidang ilmiah. 
Peneliti ini berusaha untuk memahami dengan 
arahan dan bimbingan dari dosen 
3. Keterbatasan biaya 
Biaya dalam penelitian ini merupakan salah 
satu faktor penunjang penelitian. Penelitian ini 
memerlukan biaya yang tidak sedikit sehingga 
apabila biaya minim akan menghambat dalam 
proses penelitiian. 
Penulis bersyukur bahwa penelitian ini dapat 
terselesaikan dengan lancar, walaupun banyak 











Dari penelitian yang telah dilakukan, diperoleh 
kesimpulan bahwa: 
1. hasil uji kadar protein ikan bandeng mengikuti 
kecenderungan terhadap kenaikan konsentrasi 
ekstrak etanol daun bakau yakni semakin tinggi 
konsentrasi yang diaplikasikan pada ikan bandeng 
menyebabkan kadar protein semakin meningkat. 
2. hasil uji hubungan antara konsentrasi-waktu 
terhadap kadar protein menunjukan nilai P lebih 
besar dari nilai α yaitu 0,148 > 0,05. Hal ini 
menunjukan bahwa tidak adanya pengaruh 




Berdasarkan penelitian yaang dilakukan, terdapat 
beberapa saran antara lain: 
1. Perlu dilakukan pengujian kadar protein ikan 




2. Penggunaan metode penetapan kadar protein lainnya 
selain metode Kjeldahl agar bias kadar protein dapat 
diminamalisir. 
3. Penelitian ini mengkaji tentang kadar protein ikan 
bandeng yang diawetkan menggunakan berbagai 
variasi waktu pengawetan dan variasi konsentrasi 
ekstrak etanol daun bakau, selanjutnya perlu 
diadakan penelitian tentang gizi lainnnya yang 
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PERHITUNGAN KADAR PROTEIN IKAN BANDENG 
 
A. Kontrol (tanpa Pengawet) 
1. 12 jam 
Diketahui :   Massa : 0,055 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0484 N 
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
% 𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
5,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,055 𝑔 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
162,7169
55
= 2,9584 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,9355 % 𝑥 6,25 = 17,49 % 
2. 24 jam 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 3,6 mL 
N HCl : 0,0226 N 
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
3,6 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100






%𝑁 =  
113,9690
56
= 2,0351 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,0351 % 𝑥 6,25 = 12,72 % 
3. 36 jam 
Diketahui :   Massa : 0,057 g 
V HCl : 1,3 mL 
N HCl : 0,0484 N 
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
1,3 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,057 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
88,1383
57
= 1,5462 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 1,5462 % 𝑥 6,25 = 9,66 % 
4. 48 jam 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0226 N 
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100




%𝑁 =  
60,1503
56
= 1,0741 %  
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 1,0741 % 𝑥 6,25 = 6,712 %  
 
B. Konsentrasi 12,5 ppm 
1. 12 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
% 𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
2,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,054 𝑔 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
162,7169
54
= 3,0132 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,0132 % 𝑥 6,25 = 18,83 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,3 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
% 𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100






%𝑁 =  
2,3 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,7845 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,7845 % 𝑥 6,25 = 17,40 % 
2. 24 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
% 𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
2,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,056 𝑔 𝑥 1000
 
% 𝑁 =  
162,7169
56
= 2,9056 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,9056 % 𝑥 6,25 = 18,15 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,1 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100




% 𝑁 =  
2,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,5424 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,5424 % 𝑥 6,25 = 15,98 % 
3. 36 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,056 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
135,5974
56
= 2,4213 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,4213 % 𝑥 6,25 = 15,12 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,1 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100






% 𝑁 =  
2,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,5424 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,5424 % 𝑥 6,25 = 15,57 % 
4. 48 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 1,8 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
1,8 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,054 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
122,0376
54
= 2,2599 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,2599 % 𝑥 6,25 = 14,123 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 1,6 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100




%𝑁 =  
1,6 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,0088 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
 % 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,0088 % 𝑥 6,25 = 12,77 % 
 
C. Konsentrasi 25 ppm 
1. 12 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,052 g 
V HCl : 5 mL 
N HCl : 0,0226 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
5 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,052 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
158,2904
52
= 3,0440 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,0440 % 𝑥 6,25 = 19,07 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,053 g 
V HCl : 5,4 mL 
N HCl : 0,0226 N  






%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
5,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 3,2255 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,2255 % 𝑥 6,25 = 20,12 % 
2. 24 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,059 g 
V HCl : 5,1 mL 
N HCl : 0,0226 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
5,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,059 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
161,4562
59
= 2,7365 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,7365 % 𝑥 6,25 = 17,10 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 5 mL 
N HCl : 0,0226 N  




%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
5 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,8266 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,8266 % 𝑥 6,25 = 17,66 % 
3. 36 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,058 g 
V HCl : 2,1 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,058 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
142,3773
58
= 2,4547 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,4547 % 𝑥 6,25 = 15,34 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,1 mL 
N HCl : 0,0484 N  






%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,5424 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,5424 % 𝑥 6,25 = 15,99 % 
4. 48 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,057 g 
V HCl : 1,8 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
1,8 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,057 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
122,0376
57
= 2,1410 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,1410 % 𝑥 6,25 = 13,38 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 4,2 mL 
N HCl : 0,0226 N  




%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
4,2 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,4622 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,4622 % 𝑥 6,25 = 15,13 % 
D. Konsentrasi 37,5 ppm 
1. 12 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,057 g 
V HCl : 2,7 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,7 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,057 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
155,9370
57
= 3,2115 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,2115 % 𝑥 6,25 = 20,09 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 2,5 mL 
N HCl : 0,0484 N  






%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,5 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 3,1388 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,1388 % 𝑥 6,25 = 19,62 % 
2. 24 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,057 g 
V HCl : 2,6 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,6 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,057 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
176,2766
57
= 3,0925 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,0925 % 𝑥 6,25 = 19,02 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,059 g 
V HCl : 2,3 mL 
N HCl : 0,0484 N  
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Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,3 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,6430 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,6430 % 𝑥 6,25 = 16,52 % 
3. 36 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,051 g 
V HCl : 1,9 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
1,9 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,051 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
128,8175
51
= 2,5258 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,5258 % 𝑥 6,25 = 15,78 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 





N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,6 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 3,1477 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,1477 % 𝑥 6,25 = 19,67 % 
 
4. 48 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,055 g 
V HCl : 2,1 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,1 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,055 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
142,3773
55
= 2,5886 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,5886 % 𝑥 6,25 = 16,18 % 
b. Ulangan 2 
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Diketahui :   Massa : 0,051 g 
V HCl : 1,8 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
1,8 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,3928 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,3982 % 𝑥 6,25 = 14,95 % 
 
E. Konsentrasi 50 ppm 
1. 12 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,055 g 
V HCl : 2,7 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,7 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,059 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
183,0565
55





% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,3283 % 𝑥 6,25 = 20,80 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,7 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,7 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 3,2688 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,2688 % 𝑥 6,25 = 20,34 % 
2. 24 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,051 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,051 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
162,7169
51
= 3,1905 % 
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% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,1905 % 𝑥 6,25 = 19,94 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,053 g 
V HCl : 5 mL 
N HCl : 0,0226 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
5 𝑚𝐿 𝑥 0,0226 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,9866 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,9866 % 𝑥 6,25 = 18,66 % 
3. 36 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,4 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,4 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,056 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
162,7169
56





% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,9056 % 𝑥 6,25 = 18,15 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,054 g 
V HCl : 2,5 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,5 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 3,1980 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 3,1980 % 𝑥 6,25 = 19,62 % 
4. 48 jam 
a. Ulangan 1 
Diketahui :   Massa : 0,056 g 
V HCl : 2,3 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,3 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
0,056 𝑔 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
155,9370
56
= 2,7845 % 
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% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = 2,7845 % 𝑥 6,25 = 17,40 % 
b. Ulangan 2 
Diketahui :   Massa : 0,055 g 
V HCl : 2,3 mL 
N HCl : 0,0484 N  
Ditanya :   Kadar protein? 
Jawab : 
%𝑁 =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑥 1000
 
%𝑁 =  
2,3 𝑚𝐿 𝑥 0,0484 𝑁 𝑥 14,008 𝑥 100





= 2,8352 % 
% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 = % 𝑁 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑘𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖 (6,25) 
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